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摘要:本文阐述了胶原、明胶和胶原多肽三者的概念和不同点，介绍了胶原的结构以及Ⅰ型
胶原和Ⅱ型胶原的差异，总结了胶原的七种制备方法，并对各种制备方法的优缺点进行分
析，为水产动物资源制备胶原提供参考。
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胶原作为人体内含量丰富的一种蛋白质，在
医药、食品、美容和化妆品等领域上都有广泛的
应用。随着社会的发展，胶原需求量急剧上升，
胶原安全性问题越来越引起人们的重视，其中胶
原制备方法备受关注。人们对胶原的结构探索和
认识经历了从浅到深的过程。由于胶原极难溶
解，致使长期以来人们都未能制备得到胶原。直
到 1900 年法国研究人员发现胶原可以溶于稀醋
酸中，从此拉开了胶原制备历史序幕。本文详细
介绍了胶原的七种制备方法，通过对比，明确了
每种制备方法的优缺点。为了提高胶原的提取
率，通常可以将几种方法相结合。目前，全世界
对于胶原研究的重心逐渐从陆生生物转移到了海
洋生物，这对提高我国水产品加工利用率和水产
品加工技术水平具有重要意义。
1 胶原、明胶及胶原多肽的区别
胶原、明胶、胶原多肽是三个极易混淆的名
词，三者均可从动物的皮肤、骨骼、筋腱等组织
中提取制备。胶原是存在于动物组织器官中的一
类具有生物活性的三股螺旋结构的天然大分子蛋
白［1 － 3］。在动物体内，胶原含量尤其丰富。作为
一种重要的结构蛋白，胶原占人体总蛋白的四分
之一以上，占皮肤干重的四分之三，也是细胞质
基质 (ECM)中最主要的成分之一［4］。胶原主
要作用是支撑器官、保护机体。除此之外，很多
动物体内的蛋白质都含有胶原结构域［5 － 6］。胶原
只能被胶原酶酶解，其他蛋白酶对胶原均无作
用。胶原不溶于水，稳定性较差，极易受 pH、
温度和一些变性剂的影响［7］。从结构上看，胶
原是三条 α肽链以共价键连接的大分子蛋白质。
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而从性能上，胶原能成膜，具有优良的柔韧性和
机械强度，具有其他材料无法比拟的生物活性、
生物相容性和可降解性［8］。
明胶是胶原在剧烈的外部因素作用下，造成
胶原的共价键和氢键断裂，空间结构中三股螺旋
解旋变成的无规则卷曲的变性产物［9］，如高温、
酸和碱等均会使得胶原变性成明胶。明胶的氨基
酸组成和胶原是相同的，由 18 种氨基酸组成，
其中脯氨酸和羟脯氨酸的含量占大部分，同样具
有良好的生物相容性。但明胶已经没有了棒状三
螺旋空间结构，只剩下类三螺旋结构，依赖分子
内氢键和氢键水合维持，丧失了生物活性，能被
蛋白酶所酶解。明胶的相对分子质量分布比胶原
更宽，一般为 15 000 ～ 250 000 Da。干燥明胶具
有很强的吸水性，会吸水溶胀，因此储存时要格
外注意防潮。明胶不溶于冷水，但加热可使其溶
解，是一类热可溶的蛋白质混合物。待冷却后，
明胶水溶液会形成凝胶，成网状结构。从结构上
看，明胶是共价键几乎全被打断，只剩下一些次
级键;而从性能上，明胶也能成膜、成冻，但膜
性脆，强度比胶原膜差［10］。
胶原多肽是胶原在水解过程中，三螺旋结构
被彻底打开，形成三条独立的肽链，并降解成相
对分子质量从几千到几万成分复杂的多肽混合
物［11］。胶原多肽分子量分布范围比明胶更广，
同时也不具有生物活性，可溶于冷水或热水，拥
有良好的吸湿性和保水性，能被蛋白酶所酶解，
消化吸收性好［12］。广泛意义上，明胶也属于胶
原多肽，但是胶原多肽分子量低于明胶，肽链之
间也缺少某些氢键。从结构上来看，胶原多肽已
经完全不被共价键和次级键束缚，而从性能上，
胶原多肽无法成膜。
2 胶原的结构
1940 年，Astbury 和 Bell 提出胶原分子是由
一个单一的多肽链延伸与酰胺键的顺式构象。
1951 年，美国国家科学院学报发布了胶原研究
的新发现，胶原主要由 α 螺旋和 β 折叠组成，
随后 Pauling和 Corey 两位科学家很快就发现了
胶原之间的三条多肽链是通过氢键连接在一起
的，并且相互拧成空间螺旋结构［13］。在 1954
年，Ｒamachandran 和 Kartha 发现胶原是由左手
PPII螺旋和三交错的右旋三螺旋结构所构成［14］。
直到 1955 年，Ｒich、Crick、North提出了目前公
认的胶原结构，即为 3 条左手螺旋的 α 肽链以
氢键结合形成牢固而稳定的右手超螺旋结
构［15 － 16］。
胶原一级结构的特点是肽链上每隔两个氨基
酸就有一个甘氨酸出现，具体可表示成 Gly － Pro
－ HyP、Gly － Pro － X 和 Gly － Y － X (X、Y 为
其他氨基酸) ，三肽重复性排列形成肽链 ［17 － 18］。
一般情况下，随着胶原结构中羟脯氨酸含量的增
加，胶原的三螺旋空间结构也更稳定［19］。多肽
主链骨架的一些肽段通过有规律的排列形成了胶
原特有、紧密的右手螺旋，即胶原的二级结构。
胶原以共价交联的方式形成胶原微纤维。肽链上
X 残基的 O － H 基团与甘氨酸中的 N － H 基形成
稳定的氢键，促进了胶原三级结构的稳定性［20］。
胶原中具有三级空间结构的多肽按照一定的方式
相互接触形成更高层次的立体蛋白质分子，这就
是所谓的胶原四级结构。胶原之所以具有很强的
抗张强度和韧性主要是由于胶原氨基酸组成的独
特性以及肽键之间特殊的作用［21］，这些良好的
性质使得胶原在多个领域具有举足轻重的作用。
脊椎动物体内含有至少 46 种不同肽链组成
的胶原，胶原的种类共 28 种，包括Ⅰ型、Ⅱ型、
Ⅲ型胶原等。不同类型胶原的主要区别在于分子
中非螺旋部位的范围和分布，这些结构差异造就
了不同类型胶原易变性和生物物理特性的差
异［22］。胶原通常由 3 条 α 肽链组成，而这 3 条
α －链并不全是相同的。例如，Ⅰ型与Ⅱ型在亚
单位组成上是不同的，Ⅰ型胶原组成为 ［α1
(Ⅰ) ］2α2 (Ⅰ) ，还有少数为 ［α1 (Ⅰ) ］3，而
Ⅱ型胶原组成为 ［α1 (Ⅱ) ］3，并且二者在氨基
酸的组成上也略有差异，二者赖氨酸和羟赖氨酸
含量之和是相当的，但Ⅱ型胶原的羟赖氨酸含量
比Ⅰ型胶原更高，这是由于Ⅱ型胶原的含糖量是
Ⅰ型胶原的十倍，而胶原中赖氨酸羟基化是其糖
化的先决条件。在众多胶原中，只有十分之一的
胶原属于非成纤维胶原，其余的胶原都属于成纤
维胶原。成纤维胶原主要参与构成细胞外基质的
纤维成分，例如Ⅰ型胶原是成纤维胶原，主要分
布于皮肤、肌腱、骨、牙等部位，起维持皮肤弹
性和骨结构完整等作用。Ⅱ型胶原是成纤维胶
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原，分布于软骨、玻璃体、椎间盘和髓核等，具
有保湿、美白的功效。Ⅲ型胶原是成纤维胶原，
主要分布于血管、皮肤、肌肉和胚胎真皮等，对
维持血管的强度和弹性具有重要作用［23］。
3 胶原的制备方法
由于胶原是一种纤维状蛋白，并能与体内的
蛋白多糖、糖蛋白等成分结合，这些都使得胶原
很难溶解于一般的溶液。早期学者把胶原定义为
一种不溶性蛋白，直到 1990 年法国研究人员发
现胶原可以溶于稀醋酸。胶原的制备原理均是通
过改变胶原所在的环境，利用胶原与其他蛋白质
的不同特性进行分离。根据制备胶原的介质不
同，制备方法大致分为以下几大类:酸制备法、
酶制备法、碱制备法、热水制备法、中性盐制备
法、微波制备法和超声制备法［24］。可是每种方
法均存在一定的缺陷。酸制备法能较好地保留胶
原的空间三螺旋结构，但所需时间长，效率低，
在大量生产时产生的废液对环境将造成严重的污
染。酶制备法提取率高，但酶制备法的蛋白酶会
切断胶原的非螺旋端肽，这必然对一些胶原的结
构产生影响。碱制备法虽然效率高，但可能会产
生消旋作用，导致结构变异，得到旋光性化合
物，而且胶原的肽键和氨键水解，最终得到的不
是完整的胶原分子。热水制备法由于本身温度
高，可能会致使部分胶原变性。中性盐制备法会
对胶原的稳定性产生一定的影响，后期除盐将会
导致胶原大量损失。微波制备法会使得胶原结构
变得松散，也会导致部分胶原变性成胶原多肽。
超声制备法在溶液中产生的自由基对于胶原纤维
结构具有严重的破坏作用。酸制备法和酶制备法
对胶原的影响最小，也是最常用的两种方法［25］。
要克服其中某种方法的缺陷，胶原的制备通常是
将几种方法相结合。
3. 1 酸制备法
酸制备法是利用低离子浓度酸性条件破坏胶
原分子间的盐键和希夫键以及不同蛋白质分子之
间的氨键，使得胶原膨胀、溶解，使未交联的胶
原溶解于溶液中［26］。盐酸、乙酸、柠檬酸和甲
酸等都是常见的制备介质，其中最常用和有效的
介质为乙酸［27］。通常在 4 ℃低温环境下将原料
浸泡于 0. 5 mol /L的乙酸环境中进行持续搅拌制
备。利用酸制备法提取的胶原通常称为酸溶性胶
原 (Acid － solubilized collagen，ASC)［28］。由于
酸制备法提取的过程并没有经历剧烈的变化，外
部环境一直相对温和，因此得到的酸溶性胶原在
最大程度上保留了天然的三螺旋结构。张凤春
等［29］采用酸制备法从林蛙皮中制备胶原，结合
Design Expert软件分析预测和实际提取优化，确
定了最佳工艺:时间 300 min，盐酸浓度 0. 16
mol /L，料液比 1∶ 18，并发现林蛙皮的胶原稳定
性更好，其变性温度要高于猪皮胶原和牛皮胶原
Lodhi［30］等从鹿的皮肤中制备酸溶性胶原和胃蛋
白酶溶性胶原，用十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺
凝胶电泳、氨基酸组成分析、肽水解模式、热变
性温度、差示扫描量热法、傅立叶变换红外光谱
和核磁共振成像对两种胶原进行表征，胃蛋白酶
溶性胶原 (9. 62%)的产率略高于酸溶性胶原
(2. 24%) (胶原干基 /鹿皮干基) ，但二者在结
构、热稳定性等理化指标方面都极其相似。
Veeruraj等［31］用酸制备法从鱿鱼皮中制备胶原，
得率为 56. 80% (胶原干基 /鱿鱼皮干基) ，通过
紫外表征和红外表征，验证了所提取的酸溶性胶
原完整保留了胶原的天然结构，并用 SDS －
PAGE 电泳验证了所提取的胶原为标准Ⅰ型
胶原。
3. 2 酶解制备法
酶解制备法利用蛋白酶对胶原进行限制性酶
解。胶原分子末端的赖氨酸或羟赖氨酸相互作用
形成胶原肽链间的共价交联键，当蛋白酶将胶原
端肽切断后，胶原主体仍相互连接，此时胶原可
溶解于低浓度有机酸或者中性溶液中［32］。由于
蛋白酶具有专一性和高效性，使得酶制备法成为
目前使用最为广泛的胶原制备方法。为了提高胶
原的得率，一般先利用酸制备法制备可溶性胶
原，而后再用酶制备法进一步制备非可溶性胶
原。通常使用的酶包括胃蛋白酶、胰蛋白酶、中
性蛋白酶、菠萝蛋白酶和木瓜蛋白酶等［33］，其
中胃蛋白酶最为常用。胃蛋白酶具有水解速度
快，且制备的胶原纯度高、更易溶解和理化性质
稳定等特点，但制备过程需在低温环境中，在一
定程度上降低了酶的活力。胃蛋白酶只对非螺旋
区催化水解，对螺旋区并不会产生任何作用，因
而得到的胶原将会保持完整的三螺旋结构［34］，
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但是抗原性会有所降低，因此其更多用作医用生
物材料及原料。刘迪等［35］采用正交试验法优化
酶制备法提取猪跟腱胶原工艺，发现在最佳工艺
条件下，每百克脱脂猪跟腱可获得 45. 8 g 胶原，
为猪跟腱胶原进一步的应用提供基础与理论依
据。Tan等［36］采用酸提取法、匀浆辅助法和胃
蛋白酶辅助提取法三种方法制备鲶鱼鱼皮中的胶
原，其中胃蛋白酶辅助提取法获得的蛋白质回收
率 64. 19 % (蛋白质干基重量 /鲶鱼鱼皮干基重
量)最高，且胃蛋白酶辅助提取法在时间和溶
剂的用量更少，对食品工业经济的发展更为实
用。Mohammadi等［37］采用响应面法研究提取工
艺参数对蛋壳膜胃蛋白酶溶性胶原的影响，在最
优提取工艺条件下，胶原的提取率为 30. 049%
(胶原干基重量 /蛋壳膜干基重量)。
3. 3 碱制备法
碱制备法是利用氢氧化钙、氢氧化钠等碱性
试剂在特定的外界环境条件下制备胶原。刘小岭
等［38］采用氢氧化钠溶液从榆耳中提取胶原，并
测定其乳化能力指数、乳化稳定指数、吸水性、
保水性、吸油性等食品功能特性。当胶原处于碱
性环境下时，易造成胶原的肽键和氨键水解，羟
基以及巯基的氨基酸成分被破坏，致使三股螺旋
结构遭到破坏［39］，因此得到的碱性水解产物分
子量低，而且这个过程会产生 DL －型氨基酸消
旋混合物，即旋光性化合物［26］。这是因为不对
称碳原子经过对称状态中间阶段就会产生消旋现
象，并转变为 L －型和 D －型等摩尔混合物。众
所周知，部分 D －型氨基酸具有毒性，并可能有
致畸和致突变等负面作用。而且若 L －型氨基酸
含量低于 D －型氨基酸，D －型氨基酸则会抑制
L －型氨基酸的吸收［40］。因此碱法制备胶原副产
物较多，胶原的纯度较低。温慧芳等［41］研究了
料液比、温度和时间对鮰鱼皮制备胶原效果的影
响，并与正交设计相结合，优化了碱法制备胶原
的最佳工艺，最终胶原的提取率为 79. 67% (胶
原干基含量 /鱼皮中干基胶原含量) ;并利用
HPLC证实了该法制备的是胶原多肽。目前有关
单独采用碱法制备胶原的报道较少，通常只是用
碱法对鱼皮进行前期处理以除去杂蛋白。
3. 4 热水制备法
胶原不溶于冷水，但加热会增加其溶解性。
热水制备法是鱼皮经过前期处理去除脂肪和杂蛋
白后，在特定的环境下用热水抽提得到水溶性胶
原的方法。热水法具有操作快速、简单和乳化稳
定性好等特点［42］。赵睿等［43］用热水法从鳕鱼皮
中制备胶原，由响应面法得到最优制备工艺:温
度 42℃、时间 25. 72 h、pH值 5，最终提取率高
达 83. 75% (胶原质量分数 /鱼皮中蛋白质总质
量分数)。为了弥补制备方法的不足，热水抽提
法一般会与其他方法相互结合使用。如与酸制备
法相结合，通过酸的处理，原料中的胶原纤维会
溶胀，此时再加热抽提，胶原得率将会大幅度提
高，克服了酸制备法提取时间长和得率不高的问
题［44］。但热水法可能会破坏胶原分子的部分酰
胺键，并将胶原分子间和分子内的氢键以及部分
共价键断开，使得胶原转化为无规则卷曲状态，
不再具有三螺旋空间结构，致使产物中部分胶原
变成胶原多肽或明胶。所得产物的分子量分布范
围在 10 ～ 1 000 000 Da，具有较高的溶解性，但
不再具备胶原的功能，因此不能应用于生物医学
材料。黄雯［45］利用 Box － Behnken 模型对热水法
抽提斑点叉尾鮰鱼鱼皮胶原的制备工艺进行了优
化，最佳工艺为温度 100 ℃、pH 6、料水比
1∶ 10，胶原得率提高到 17. 59 % (胶原干基 /鱼
皮干基) ，最后证实所提取的胶原实际已变性为
明胶了。实际中，若需要对胶原进行酶解得到小
分子量胶原多肽混合物，可优先用热水法制备，
再用蛋白酶进行酶解，可最大程度提高效率。
3. 5 中性盐制备法
中性盐制备法是通过在溶液中加入一定的
盐，使得环境条件达到足够的中性盐浓度，原料
中的盐溶性胶原便可溶解。所使用的盐主要有氯
化钠、氯化钾、乙酸钠、Tris － HCl、柠檬酸盐、
盐酸 －三羟甲基胺基甲烷等［46］。其中某些盐对
胶原的稳定性有促进作用，而有些盐则会使胶原
的稳定性下降，这将不利于天然胶原的制备。
Elstow等［47］用中性盐溶液从胎牛皮肤中制备得
到胶原，并证实其为 V 型胶原。最常用中性盐
为氯化钠，一般浓度为 0. 15 ～ 1. 00 mol /L。若盐
浓度太低，胶原的溶解性较差。但过高的盐浓
度，不利于胶原分子保持完整的空间结构以及其
构象的稳定性，而且在后期除盐过程中将损失大
量的胶原［48］。胶原的交联度越低，用中性盐溶
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液制备得到的胶原量越多。因此一般用中性盐制
备动物组织中新生成的胶原，而不会用该方法对
成年动物高交联度的组织进行提取［49］。Gross［50］
研究发现在生长、哺乳期豚鼠皮肤中，中性盐可
提取的胶原总量约占真皮胶原的 10%。由于胶
原也属于蛋白质，在制备过程易造成其变性，因
此通常在低温环境中制备胶原，对于不同类型的
胶原，可通过不同盐浓度将其分离制备［51］。曹
慧等［52］采用响应面分析法对酶解液中Ⅱ型胶原
的盐析条件进行优化，最终确定最优工艺:温度
22. 3℃、时间 31. 08 h，NaCl 浓度 3. 5 mol /L，
最后Ⅱ型胶原回收率为 90. 88% (盐析后Ⅱ型胶
原干基质量 /盐析前Ⅱ型胶原干基质量)。
3. 6 微波制备法
微波具有一定的破壁功效，加之较强的局部
热处理将胶原的三维螺旋结构松散化，从而使胶
原更易溶解出来。结构松散化也为酶解反应提供
了更多的酶解位点，使酶解效率提高。冯远［53］
采用微波辅助酶解法制备鱼鳞中的胶原，发现微
波预处理 40 s 效果最好，胶原提取率比未经微
波处理的酶解组提高了 15. 6%。短时间低温微
波处理可减少溶剂的使用量，提高分离效率，而
长时间微波处理会导致部分有效蛋白质损失。闵
瑞［54］发现微波辅助酶解对于提高胶原的水解效
率具有十分显著的作用，与常规单独酶解方法相
比，微波辅助酶解反应时间缩短了约 50 %，但
微波辅助酶解使胶原肽相对分子质量小于 1 kDa
的比例增加了。当从动物皮中制备胶原时，即使
是在低温环境下制备，在微波处理结束后动物皮
表面也会出现失水收缩现象，这是由于水分的散
失致使胶原分子肽链间氢键断裂。此时胶原就变
性成可溶性胶原多肽。因此再用其他方法制备胶
原，必将造成大量胶原的损失，而胶原得率也将
大大降低。故到目前为止，很少有人利用微波来
制备胶原。
3. 7 超声制备法
超声波的空化效应和微射流效应对于原料和
溶液之间的充分接触有促进作用，同时超声波在
溶液中产生的自由基对于胶原纤维结构具有严重
的破坏作用，使胶原三维螺旋结构不再紧凑，成
为松散的状态，有利于胶原的溶解［55］。短暂的
低温超声不影响胶原的热稳定性和物理化学性
质，但超声时间过长将会严重影响胶原的生物活
性［56］。邹烨等［57］发明公开了一种超声波酶法从
中华鳖裙边中制备胶原的方法，通过超声波促进
I型胶原的提取，大大缩短了提取时间，降低了
能量消耗。张晓洁等［58］采用超声辅助从兔皮肤
中制备胃蛋白酶溶性胶原，结果表明，超声辅助
提取的胶原得率为 (83. 69 ± 0. 51)% (胶原干
基 /兔皮干基) ，比对照组提高了 25 %;傅立叶
变换红外光谱显示部分氢键被破坏，但胶原的三
螺旋结构在超声后仍然保持完整。
4 胶原制备研究方向发展趋势
胶原的制备通常是从一些廉价的动物皮肤中
提取，例如猪皮、牛皮等。由于陆生动物皮更易
获得，价格也更加廉价，所以目前陆生哺乳动物
仍是制备胶原最为主要的来源。但由于陆生动物
来源胶原的安全性问题以及为了拓宽胶原来源渠
道等原因，全球都将目标瞄准了两栖水生动物胶
原和水产动物胶原［59］。
海洋生物胶原是一个重要的胶原替代来
源［60 － 61］。海洋生物来源广、价格低，没有宗教
信仰的限制，传染性疾病风险低，具有许多陆生
哺乳动物不具备的优点［62］。众所周知，胶原主
要来自动物皮肤，而在某些鱼类中，鱼皮甚至能
占到鱼类总体重的 20%［63］。鱼皮蛋白在鱼类机
体中含量最为丰富，其中 80%以上的蛋白为胶
原，主要以纤维状胶原为主，含有少量的球蛋
白、弹性蛋白等［64］。这些蛋白具有高度分散性、
吸水性、凝胶性等特点［65］。世界上每年无法加
工成食品的鱼类废弃物达到万吨，所以世界各国
对于利用鱼类废弃物进行生产胶原的研究早在
20 世纪中旬就已经开始了。我国近年来对鱼类
胶原制备也进行了更加深入的研究。李杰等［66］
探究了鱼皮胶原纤维重组构建纳吸棉的工艺条
件，通过单因素试验和正交试验优化得到的纤维
重组率高达 68. 6%，在此基础上制备的纳吸棉
具有细线状纤维构成的多孔网状结构，是一种性
能优良的腔内止血材料。Chen 等［67］采用超滤分
离从红鼓鱼鳞片中制备 I型胃蛋白酶溶性胶原的
方法较传统透析盐析法的效果更为灵活、高效，
满足了食品和保健品行业大规模生产的需要。综
合利用水产品加工废弃物，制备海洋源胶原，不
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仅可克服陆生动物胶原的缺陷，而且能够充分利
用资源，这对我国实现水产动物资源的高值化利
用，促进渔业长足发展具有重大的战略意义。
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Abstract:In this paper，the concepts and differences of collagen，gelatin and collagen polypeptide were ex-
pounded． The structure of collagen and the differences between collagen type I and collagen type II were intro-
duced，too． Seven preparation methods of collagen were summarized，while the advantages and disadvantages
of each preparation method were analyzed to provide reference for the preparation of collagen from aquatic ani-
mal resources．
Key words:collagen;preparation method;gelatin;collagen polypeptide
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